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Abstract: Collagen is widely distributed in various tissues of living organisms and is one of the basic proteins that 
constitute living organisms. The structure of collagen is more complicated than general protein and it displays a 
more stable property so that normal proteases have no significant effect to deal with it. There are only two typical 
enzymes have ability to hydrolyze collagen in situ, one is called matrix metalloproteinase (MMP) and another is 
bacterial collagenase. In this review we introduce the collagen and hydrolase in briefly, then we present the 
development process and the hydrolysis mechanism to collagen between matrix metalloproteinase and collagenase, 
then we present the particular aspects of the different enzyme activities will be contextualized within relevant 
areas of application, mainly about therapeutics, food processing, environmental protection and tissue engineering. 
In the end we will summarize the development of the present research and guide further potential research 
orientation of the system of collagen & collagenase.   
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引  言 
胶原蛋白来源丰富，广泛存在于动物肌腱、韧带、牙质及骨骼等组织的有机质中，对人而言，胶原蛋
白占蛋白总量的三分之一以上，占皮肤总干重的四分之三以上[1]。其中，至少有 42 种不同类型的多肽链可
以构建 28 种以上不同类型的胶原蛋白（见表 1）[2]。1951 年 Pauling 等[3]提出胶原蛋白的基本结构；1955
年 Rich 等[4]进一步明确其是由三条左旋的富脯氨酸链在氨基酸残基交互力的作用下形成的一条右手超螺
旋蛋白（见图 1）。其特殊的螺旋结构和稳定的性质主要是由重复出现的“Xaa-Yaa-Gly”残基结构决定的，




表 1 不同类型胶原蛋白举例[1] 
Table 1 Several different types of collagen [1] 
类型 分类 组成 分布 
Ⅰ 纤维状 α1[I]2α2[I] 皮肤、骨、肌腱等 
Ⅱ 纤维状 α1[II]3 软骨、玻璃体等 











图 1 胶原蛋白示意图[1] 



















MMP 的发现要追溯至上世纪 60 年代，1962 年 Gross 等研究发现蝌蚪变态期能够产生一种降解胶原蛋
白的“活性物质”，后来被证实这一类“活性物质”便是间质胶原酶，即被准确定义为胶原型基质金属蛋白酶
的一类酶 [17]。在挖掘 MMP 酶系家族过程中，克服了纯化的困难获得了纯酶、基于技术平台和实验手段的
进步明确了酶的结构特征、最终发现了 MMP 酶原激活的模式，对 MMP 调节生理功能有了更明晰的认识。
其详细的发展史见表 2： 
表 2 MMP 研究发展史[18] 
Table 2 The research development of MMP[18] 
时间 事件 
1962 年 在蝌蚪尾中发现具有胶原酶活性物质 
1970 年 首次纯化人类皮肤中的胶原酶 
1971 年 发现存在酶原形式的胶原酶 
1972 年 在类风湿性滑膜检测到胶原酶活性 
1977 年 类白介素-1 活性诱导胶原酶 
1979 年 纯化胶原酶组织抑制剂（TIMP-1） 
1980 年 将Ⅳ型胶原酶活性与肿瘤转移建立联系 
1984-86 年 克隆部分 MMP 的互补 DNA 及基因组 
1985 年 克隆 TIMP-1 
1988 年 MMP 启动子用作转录调节启动子模型、在老鼠模型中使用合成的 MMPI 
1989 年 在美国佛罗里达召开 MMP 会议、会上阐述 MMP-2 及 TIMP-2 之间相互作用 
1990 年 解释半胱氨酸开关激活 MMP 活性中发挥的作用、克隆老鼠胶原酶 
1992 年 巴马司他（MMP 组织抑制剂）用作Ⅰ期临床试验 
1993 年 第一届 MMP 高登研究会议、高登会议中揭示了第一张 MMP 结晶结构图 
1994 年 鉴定出人类 MMP-13、TIMP-3 突变与 sorby 眼底营养不良症相关、克隆膜结合
MMP(MT1-MMP) 
1995 年 MMP-3 基因敲除型小鼠模型 
1996 年 鉴定 MMP-3 启动子中单核苷酸多态性 
1998 年 鉴定 MMP-1 启动子中单核苷酸多态性 
1999 年 建立 MT1-MMP 基因敲除型小鼠模型、强力霉素（MMP 组织抑制剂）获得许可 
2001 年 发现 MMP 膜型酶原激活模式[22] 
2004 年 提出 MMP 胶原酶降解胶原蛋白方式[15] 
2006 年 解析出 MMP-1 蛋白晶体图[27] 








血红结合素域（Hpx，除 MMP-7 及 MMP-26 外均含该结构域）及连接域（H，富含脯氨酸短肽，除 MMP-7




因，导致不同类型 MMP 的特异性底物不同，譬如胶原酶类型 MMP 对胶原蛋白有良好降解能力，而明胶
酶类型胶原酶仅能降解明胶[18] ，其结构差异如下图 2 所示，其中除弗林蛋白酶切割位点（F）与转膜域（TM，
Transmembrane Domain）外，各结构域上文均有记述： 
图 2 几种不同类型的 MMP 结构示意[18] 
Fig. 2 The diagram of several types of MMPs[18] 
 
1.1 MMP 酶原及活化机理 
影响 MMP 活性的因素很多，包括但不限于基因转录、转录后翻译修饰、酶原激活效率及内源性物质
抑制等[20]。研究者发现细胞因子（如白介素）、生长因子（如转化生长因子）、血小板衍生生长因子、荷尔
蒙和类固醇等因素都能影响 MMP 基因的转录，能够提高或者降低 MMP 基因的转录水平。另外单核苷酸
多态性也可能影响 MMP 基因调控，从而改变 MMP 的产生分泌。 
在研究 MMP 酶活性调控因素的过程中，Wart 等[21]发现了 MMP 独特的酶活性激活方式，即“半胱氨酸





同时 MMP 间也存在相互作用，例如 Itoh 等[22]发现 MMP-14 可激活 MMP-2。首先 MMP-14（也被称
为 MT1-MMP，属膜型 MMP）在胞内由弗林蛋白酶激活后通过跨膜功能域结合在细胞膜表面，与金属蛋
白酶的组织抑制剂（Tissue Inhibitors of Metalloproteinases，TIMPs）氨基末端结合，而 MMP-2 酶原的血红
结合素域与 TIMP 的羧基末端产生相互作用而结合，构成了 MMP-14&TIMP&MMP-2 单元。构成的复合体
在空间位置上使得 MMP-14 的催化域距离 MMP-2 的前肽结构域很近，从而能够将此区域剪断，将被半胱





图 3 MMP-14 激活 MMP-2 示意[18] 
Fig.3 Activation of MMP-2 by MMP-14[18] 
 
组织抑制剂也是影响 MMP 酶活的重要因素，1997 年 Gomis-Rüth 等[23]通过 X 射线晶体结构分析验证
了间质溶解素-1（Stromelysin-1）催化域与组织抑制剂-1（TIMP-1）构成的复合物，并发现 TIMP-1 前肽区
Cys-1 能够与 MMP 中催化域锌离子螯合从而抑制 MMP 活性。TIMP 与 MMP 间结合区域并未像之前预测
的那样多，就整体结构而言，TIMP-1 共 184 个氨基酸残基仅有 Cys1-Thr2-Cys3-Val4 和 Ser68-Val69 会与
MMP-3 催化域有一定相互作用，且结合形式与底物结合相仿。此外 TIMP 不仅作用于 MMP 抑制酶活，也
能够抑制酶原形式的 MMP 激活，使其不能被其他蛋白酶或 MMP 等活化，例如 TIMP-1 能够与酶原 MMP-9
的羧基端结合，抑制其被间质溶解素类 MMP 激活，而这可能和 TIMP 以底物结合的方式与 MMP 连接有
关[24]。 
1.2 MMP 催化水解胶原蛋白机理 








现其催化域狭缝过小（≈5 Å），无法容纳直径约 15 Å 的胶原蛋白（见图 4），这意味着酶切位点无法与蛋白
结合。而事实上根据实验结果可以得知 MMP-1 能够良好地水解胶原蛋白，将其降解为一般多肽。这一结
果似乎与观测到的情况相悖。据此研究者提出 MMP 降解胶原蛋白前需将其解旋的假设，解旋后的单股胶
原蛋白多肽直径小于 5 Å，可被 MMP-1 催化域完全包围，使得多肽链能够与催化位点结合从而发生水解，
根据这一假设弥补了胶原蛋白水解过程中缺失的论据链条。 
图 4 胶原蛋白多肽（CRP）与 MMP-1 催化域狭缝分子模拟对比图[15] 
Fig.4 Alignment of the collagen-related peptides (CRP) with the active site of MMP-1[15] 
（图中浅色为催化域、深色为血红结合素域、B 图箭头为催化域结合的锌离子。A：胶原型多肽（CRP）与 MMP-1 蛋白质分子间位置关系图；B：A
图绕中心轴旋转 90°后相对位置图，由图可以看出催化域狭缝无法完全容纳 CRP 结合到催化位置。） 
 
接下来学者们尝试验证这一假设，Chung 等[15]通过基因突变将 MMP-1 催化域中结合锌离子的谷氨酸
替换为丙氨酸使其失活（E200A），分别让无胶原水解活性的 MMP-1[△C] (缺乏 Hpx 功能域)、MMP-3[△C]







之后，2006 年 Bertini 等[26]通过核磁共振（Nuclear Magnetic Resonance，NMR）和小角度 X 光散射（Small 
Angle X-ray Scattering，SAXS）等解析出 MMP-1 蛋白伸展和收缩的结构形态， Iyer 等[27]解析了 MMP-1
的晶体结构，从微观层面剖析 MMP-1 水解胶原蛋白过程中发生的形态变化、动力学特征。在发掘水解机
理的过程中，Iyer 等[27]发现一个有趣的现象，MMP-1 与 MMP-3 功能域几乎相仿，但在作用底物上相差甚
远。MMP-1 是一种典型的胶原酶，能够在原位良好降解胶原蛋白，而 MMP-3 则是典型的间质溶解素，对
胶原蛋白尤其是纤维状胶原蛋白束手无策。通过突变和域交换嵌合体研究，首先明确了 MMP-1 连接肽、
Hpx（血红结合素域）和 Cat（催化域）同时存在能够水解胶原蛋白，另外将 MMP-1 的 Hpx 功能域替换至
MMP-3，后者依旧无法水解胶原蛋白，说明两者无法正常配对。从而证明了多功能域在基因层面需适配、
转录出的产物才具有相应活力这一命题，也从侧面说明了关键氨基酸序列在酶活水平上相对的唯一性。 
Manka 等[28]从分子层面进一步解释了 MMP-1-底物相互作用的机理。文章首先验证了 Cat 与 Hpx 结构
域相互协同方能与胶原蛋白结合这一实验现象，发现二者之间柔性较强的多肽连接链发挥着至关重要的作
用 。 同 时 实 验 者 通 过 构 建 胶 原 蛋 白 多 肽 与 MMP-1 相 互 作 用 库 发 现 Gly# 
(Ile/Leu)-(Ala/Leu)-GXY-GXY-GL(O/Ala)（O，代表羟脯氨酸，#，代表酶切位点）这一多肽链在不同物种
来源的 I、II 及 III 型胶原蛋白 α 链中较为保守，且与 MMP-1 有较强的相互作用（这一发现与 Chung 等[15]
相同）。他们通过氢/氘交换质谱法(H/DXMS)确定了 MMP-1 和胶原蛋白的重点结合区域，在图 5 中明确了
胶原蛋白与 MMT-1 间的作用位点，图 5A 表示胶原蛋白三肽链的序列组成，其中与胶原酶相距 4Å 范围以
内有较强相互作用力的氨基酸残基以色块渲染，图5B则构建了胶原蛋白和MMP-1之间的相互作用立体图。
通过解析二者相互作用模型晶体结构确认了 Cat 和 Hpx 结构域分别与胶原多肽三条多肽链发生作用的部
位，图 5C、D 则反映了 MMP-1 中这两个结构域与胶原蛋白作用的具体位点。同时他们认为温度在解旋胶
原蛋白中发挥了至关重要的作用，随温度提高胶原多肽内部作用减弱，MMP-1(E200A)通过自身结构域能
够更好的锚定胶原蛋白多肽，从而将多肽的切割位点“吞入”疏水催化口袋 S1 中予以水解。 
图 5 胶原蛋白多肽与胶原酶相互作用分子模拟图[28] 
Fig.5 Crystal structure of the MMP-1(E200A) & triple helical collagen peptide complex in molecular simulation[28] 
（图中虚线代表氢键、活性位点 Zn2+以小球表示） 
Bertini 等[29]结合前述研究的工作，将 MMP-1 酶解胶原蛋白过程拆解为四个步骤：第一步如图 6A 所
示，MMP-1 的 Cat（深色）及 Hpx（浅色）结构域处于松弛-紧张平衡构型下（左右分别为松弛态、收缩态），
如图 6B 所示 Hpx 结构域首先锚定胶原蛋白多肽，Cat 结构域通过柔性多肽连接链被引导至胶原蛋白 α（Ⅰ）
链 Gly775–Ile776 附近；第二步如图 6C 所示通过同轴旋转使得 Cat 结构域锚定至胶原多肽链的同时促进胶
原蛋白发生解旋；第三步如图 6D 所示局部解旋的胶原多肽在酶切位点水解，但发生水解的多肽链依旧与




图 6 MMP-1 水解胶原蛋白步骤图解[29] 
Fig.6 The steps of collagenolysis by MMT-1[29] 
2 微生物胶原酶 
上世纪生物学家发现微生物具有降解人体组织使伤口溃败、加重感染的能力，其原因在于构成人体组
















解）无明显降解作用，第二类酶则正好相反。Matsushita 等[35]发现溶组织梭菌产生的两类酶分别由 ColG 和
ColH 转录翻译而来，其氨基酸组成有较大的不同，但均是由多个功能域构成，其主要包括一段用作指导
分泌的信号肽、一段前肽域（Bacterial Pre-peptidase，PPC）、一段催化功能域（Activator Domain，AD）、
至多两个类多囊肾病样结构域（Polycystic Kidney Disease-like Domains，PKD）以及至多三个胶原蛋白结
合域（Collagen-binding Domains，CBD），而 PKD 与 CBD 两个域的多寡正是区别微生物一类胶原酶和二
类胶原酶的重要依据（为方便描述，分别将催化域 AD 称作 S1、PKD 结构域为 S2、CBD 结构域为 S3），
其具体结构见下图（阴影部分为 PPC、H 为连接肽）： 
图 7 溶组织梭菌两类胶原酶结构略图及 ColG 翻译胶原酶分子模拟图[33,39] 
Fig.7 The diagram of two types of C. histolyticumi collagenase and molecular simulation of collagenase translated by ColG [33,39] 
 
根据以上的命名标准，将溶组织梭菌ColG及产气荚膜梭菌ColA基因翻译的胶原酶划归为一类胶原酶，
其结构域主要包括 S1、S2、S3a 及 S3b；溶组织梭菌 ColH 翻译的胶原酶则被划归为二类胶原酶，其结构
域主要包括 S1、S2a、S2b 及 S3。研究证明，保留最低酶活的构型需至少一段 S1 及 S3 结构域[36]。例如由








由 ColG 转录翻译而来的胶原酶常被用作模型酶来解析酶活性及水解胶原蛋白机制。与 MMP 类胶原
酶类似，微生物胶原酶催化域也存在一个锌离子作为活性中心，与胶原酶氨基酸残基 His523、His527、
Glu555 以及一个水分子以四面体形式结合，另外边缘的水分子又以氢键与 Glu524 相结合(见图 8)。 
图 8 溶组织梭菌（Clostridium histolyticumi）ColG 基因转录翻译的胶原酶活性位点示意图[39] 
Fig.8 The collagenase（Clostridium histolyticumi） translated by the gene of ColG with ribbon representation of the active site[39] 
（图中较小微球为 Zn2+、较大微球为与之结合的水分子。各棒状模型为胶原酶氨基酸残基，由图可见 His523、His527、Glu555 及水分子以四面体形
式将 Zn2+包裹其中，Glu524 又以虚线所示的氢键与水分子结合。） 
关于其结构解析的历程也与 MMP 相仿，但因为微生物胶原酶分子量普遍更大、结构域更复杂所以对
环境要求更高。随着技术成熟，精度逐渐提高，经小角度 X 光散射、蛋白结晶分析、单量子相干核磁共振
（Single Quantum Coherence Nuclear Magnetic Resonance，HSQC NMR）等[36,38,39]分析，确定了微生物胶原
酶各结构域功能并揭示了其与胶原蛋白作用机理。在 ColG 胶原酶中，CBD 结构域通过识别胶原蛋白特殊
的三螺旋结构能够与之良好结合，与 MMP 不同的是 CBD 提高的是与纤维状胶原蛋白的结合能力，意味着
CBD 的多寡决定了与纤维状胶原蛋白的结合力强弱；PKD 结构域进一步加强与纤维状胶原蛋白的结合能
力；AD 结构域则将结合的纤维状胶原蛋白水解。同样在水解之前，胶原蛋白也将发生构型解旋的变化，








图 9 胶原蛋白及纤维状胶原蛋白被胶原酶水解示意图[39] 






























图 10 纳米颗粒缓释胶原酶治疗小鼠纤维化模型切片染色图及治疗效果分析[49] 




























等[71]对一株深海嗜冷菌株假交替单胞菌（Pseudoalteromonas sp. SM9913）自产的耐冷胶原酶 MCP-01 的应






认安全（Generally Recognized as Safe，GRAS）类食品，进一步提高了民众对多肽类食品安全性的信心[74]。
近些年来，海产品、胶原蛋白多肽类食品作为保健类食品畅销不衰 [73]。Bin 等[75]采用酸提法从大黄鱼
（Pseudosciaena crocea）中提取鱼类胶原蛋白，采用胰酶及胃蛋白酶两步水解制备提取了多段活性胶原多
肽，在清除羟基自由基活性、清除 DPPH 自由基、清除超氧自由基、同时清除 ABTS 自由基等方面展现出
良好效果，说明制备的胶原多肽具有清除多种自由基的抗氧化能力。Guo 等[76]应用多肽可螯合多种膳食矿
物质的特点，研究了经高温处理的胶原蛋白经胰蛋白酶处理得到的胶原多肽对 Ca2+, Fe3+和 Cu2+等离子的
螯合作用。胶原多肽经分离纯化后集中分布在 500-2000Da 范围内，处理后经联合质谱分析至少 10 条不同
序列的多肽具备螯合金属离子的能力，其中序列为 GPAGPHGPPG 的多肽螯合 Ca2+, Fe3+和 Cu2+的能力分别





以嗜热蛋白酶制备胶原多肽测试功能肽抑制 ACE 活性，经联合质谱分析有效多肽序列为 IWHHT，其
IC50 = 9.93 ± 0.65 µM，除了具备血管紧张素抑制剂的作用外，IWHHT 及其自身酶解碎片还具有一定的抗氧
化能力与消炎能力。O'Keeffe 等[79]利用黑曲霉（Aspergillus niger）分泌胶原酶处理猪皮胶原蛋白，制备的
胶原多肽同样应用于抑制 ACE 活性检测中，通过采用 UPLC-ESI-MS/MS 鉴定多肽序列，发现效果最佳的
为三肽 Met-Gly-Pro，ACE-IC50 可达 51.11±1.14 µM，通过口服可有效降低收缩压、舒张压和心率，研究发
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